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Separacija glikanov s kromatografijo z mešanimi režimi 
Povzetek: Glikani so ogljikovi hidrati, ki imajo pomembno strukturno in metabolično 
vlogo v organizmih, zaradi česar se pogosto uporabljajo tudi v farmacevtski industriji. 
V diplomskem delu, sem na maltodextrinih razvila metodo za separacijo glikanov s 
kromatografijo z mešanimi režimi. Vzorec maltodextrinov, na katerem sem razvila 
metodo, sem označila s fluorescenčnim označevalcem in odvečni označevalec 
odstranila z ekstrakcijo na trdno fazo. Metodo sem razvila na Thermo Fisher-jevi koloni, 
GlycanPac AXH-1, na kateri poteka več mehanizmov separacije, in sicer ionske in 
hidrofilne interakcije. Razvito metodo sem nato validirala z D-glukozo in D-maltozo. Pri 
čemer smo preverjali linearnost, občutljivost, ponovljivost, točnost in robustnost. 
 




Separation of glycans using mixed-mode chromatography 
Abstract: Glycans are carbohydrates that have an important structural and metabolic 
role in living organisms, which makes them commonly used in the pharmaceutical 
industry. As a part of my bachelor's thesis, I developed a method for the separation of 
glycans using mixed mode chromatography. The method was developed on 
maltodextrines, which were first labelled with fluorescence 2-AA reagent. I removed 
the excess of the fluorescence reagent using a solid phase extraction. The method 
was developed on the Thermo Fisher’s GlycanPac AXH-1 column, which has two 
mechanisms of separation, namely the ion-exchange and hydrophilic interactions. 
After its development, the method was validated with D-glucose and D-maltose. In 
order to validate the method, I checked its linearity, repeatability, sensitivity, accuracy 
and robustness. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
 
2-AA  2-aminobenzojska kislina (antranilna kislina) 
2-AB  2-aminobenzamid 
2-AP  2-aminopiridin 
ACN   Acetonitril 
DE  Dekstrozni ekvivalent 
FLD  Fluorescenčni detektor 
HCl  Klorovodikova kislina  
HPLC  Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
LOD  Meja detekcije (angl. Limit of Detection) 
LOQ  Meja kvantifikacije (angl. Limit of Quantification) 
MMC  Kromatografija z mešanimi režimi (angl. Mixed-mode Chromatography) 
MQ  Deionizirana voda 
RSD  Relativna standardna deviacija 
SCX  Močan kationski izmenjevalec (angl. Strong Cation Exchange) 
SD  Standardna deviacija 















Po IUPAC-ovi definiciji so glikani ogljikovi hidrati, sinonimni polisaharidom [1]. Glikani, 
pa imenujemo tudi sladkorne dele glikokonjugatov, to so biološke molekule na katere 
so vezani saharidi. Tako so glikani verižne molekule, sestavljene iz enakih, 
homoglikani, ali različnih, heteroglikani, monosaharidnih enot, povezanih preko 
glikozidnih vezi. Glikani se lahko nahajajo v prosti obliki ali pa so vezani na neko 
biološko molekulo. 
 
1.1.1 Ogljikovi hidrati 
 
Molekule sestavljene iz ogljika, vodika in kisika imenujemo ogljikovi hidrati in so ena 
izmed najbolj razširjenih biomolekul na Zemlji. Nahajajo se v obliki polihidroksi 
aldehidov ali ketonov, v večini primerov z empirično formulo (CH2O)n. Med ogljikove 
hidrate uvrščamo tudi njihove reducirane, oksidirane in derivatizirane oblike, zato lahko 
poleg zgoraj omenjenih elementov vsebujejo tudi fosfatne, dušikove, žveplove in druge 
atome. Oksidacija ogljikovih hidratov, predstavlja glavno pot pridobivanja energije za 
večino celic, ki ne opravljajo fotosinteze. Vloga ogljikovih hidratov ni samo vir energije, 
ampak imajo tudi pomembno strukturno ter zaščitno vlogo pri celicah in tkivih 





Monosaharidi so kemijsko gledano aldehidi oz. ketoni z eno ali več hidroksilnimi 
skupinami in so najenostavnejša oblika ogljikovih hidratov. Med atomi monosaharidov 
ni nobene glikozidne vezi, zaradi česar jih s hidrolizo ne moremo ločiti na manjše 
enote. Strukturno monosaharide delimo na dva načina 
• Glede na število C – atomov monosaharida, jih delimo na trioze, tetroze, 
pentoze, heksoze itd.  








       Slika 1: Primer aldoze in ketoze 
 
Ogljikovi atomi, ki tvorijo skelet monosaharidov, so med seboj povezani z enojnimi 
vezmi, ki omogočajo vrtenje okoli svoje osi, kar posledično privede do optične izomerije 
monosaharidov. Vsi monosaharidi, razen dihidroksiketona, vsebujejo vsaj en kiralni C- 
atom. Stereoizomere monosaharidov delimo v dve skupini glede na konfiguracijo 
kiralnega centra, ki se nahaja najdlje od karbonilne skupine.  Če se karboksilna skupina 
tega kiralnega C – atoma nahaja na desni strani, je to D oz. (+) izomer, če pa se ta 
nahaja na levi strani je to L oz. (-) izomer. V naravi se ogljikovi hidrati večinoma 
nahajajo v obliki D – stereoizomera [2,3]. 
 
 
Slika 2: Stereoizomera glukoze 
 
V vodnih raztopinah monosaharidov s petimi in več C – atomi prevladuje ciklična 
oblika. Ta nastane tako, da karbonilna skupina tvori kovalentno vez z enim izmed 
kisikov karboksilnih skupin na verigi in tvori obroč. Obroče, ki nastanejo, imenujemo 
furanoze, kadar je v obroč povezanih 5 C – atomov in piranoze, kadar je v obroč 
povezanih 6 C – atomov. Pri tvorbi ciklične spojine se na obroču pojavijo napetosti, ki 
so v šestčlenskem obroču manjše, zato je takšna oblika termodinamsko ugodnejša. 
Pri ciklizaciji se pojavi stereoizomerija, saj lahko alkohol »napade« karbonilno skupino 
bodisi iz zgornje, bodisi iz spodnje strani. Tako dobimo dva izomera, diastereoizomera. 
Če se novonastala karboksilna skupina nahaja na spodnji strani obroča, imamo tako 
imenovan α izomer, če pa se nahaja na zgornji strani obroča, pa β izomer. Takšna 




raztopini ciklična anomera in aciklična oblika prehajajo iz ene oblike v drugo, dokler se 
ne vzpostavi dinamično ravnotežje. Temu procesu pravimo mutarotacija [4]. 
 




Če se monosaharidne molekule med seboj kovalentno povežejo v kratke polimere, 
dobimo oligosaharide. Sestavljeni so iz dveh do deset monosaharidnih enot, med 
seboj povezanih z O-glikozidnimi vezmi, ki nastanejo s kondenzacijo, in sicer tako, da 
hidroksilna skupina enega saharida reagira z anomernim C – atomom drugega 
saharida, pri čemer se odcepi voda.  
 
 





Vsaka veriga med seboj povezanih monosaharidnih enot ima vsaj dva konca. Če 
veriga vsebuje konec, ki vsebuje molekulo monosaharida s prostim anomernim 
ogljikovim atomov, to pomeni, da ni povezan v glikozidno vez, imenujemo takšen konec 
reducirajoči konec. Če pa konec vsebuje molekulo monosaharida, ki nima prostega 
anomernega ogljikovega atoma, pa konec imenujemo nereducirajoči konec. Saharoza, 
disaharid glukoze in fruktoze, ki nastane v rastlinah, ne vsebuje nobenega prostega 
anomernega ogljikovega atoma in je nereducirajoči sladkor. 
Ločimo dve vrsti oligosaharidov, in sicer homo-oligosaharide in hetero-oligosaharide. 
Prvi so sestavljeni iz enakih monosahridnih molekul, takšna je na primer maltoza, ki je 
sestavljena iz dveh D-glukoz. Pri drugih pa se te med seboj razlikujejo, kot na primer 




Večino ogljikovih hidratov v naravi najdemo v obliki polisaharidov, ki jim z drugo besedo 
rečemo tudi glikani. To so daljše verige, z glikozidno vezjo, povezanih monosaharidov, 
število le teh pa je povezano s stopnjo polimerizacije – DP (angl. degree of 
polymerization). Pri večini polisaharidov se DP giblje nekje med 200-3000, redki imajo 
DP manjši kot 100, tisti največji polisaharidi pa lahko imajo DP velik vse do 15000 [2,3]. 
 
• Homopolisaharidi – Homoglikani 
 
So dolge linearne ali razvejane verige med seboj povezanih enakih monosaharidnih 
enot. 
Med homopolisahride uvrščamo škrob in glikogen, ki sta zelo pomembna pri hrambi 
energije, prvi v rastlinskih in drugi v živalskih celicah, ter celulozo in hitin, ki imata 
pomembno strukturno vlogo [2]. 
 
• Heteropolisaharidi – heteroglikani 
 
So dolge linearne ali razvejane verige sestavljene iz dveh ali več različnih 
monosaharidnih enot.  
Med heteropolisaharide uvrščamo agar, to je mešanica heterosaharidov, ki vsebujejo 
žveplo, nastalih iz D – glukoze in L – galaktoze. Agaroza pa je komponenta agarja, ki 
vsebuje manj nabitih skupin, kar ji daje lastnosti gela in s tem zelo uporabno v 







Malodextrini so hidrolati škroba, ki se uporabljajo predvsem za prehrambeno industrijo. 
Pri hidrolizi škrob razpade na D-glukozo, maltozo ter številne oligo- in polisaharide. 
Zaradi širokega spektra hidrolatov, nastalih pri hidrolizi, produkte definiramo z 
dekstroznim ekvivalentom. Ta je pri maltodextrinih nižji od 20. Največkrat so dostopni 
kot beli praški ali kot koncentrirane raztopine [5]. 
Pri kemijski analizi, se maltodextrini uporabljajo kot zunanji standard, za analizo 
glikanov. Vzorec maltodextrinov se pripravi na enak način kot vzorec glikanov. Pri 
analizi se maltodexstrini porazdelijo glede na velikost in dobimo tako imenovano lestev 
dekstranov (angl. dextran ladder). S primerjavo dobljenih rezultatov analize glikanov z 




Z dekstroznim ekvivalentom (DE) podajamo reducirno moč vseh prisotnih sladkorjev v 
neki mešanici, glede na glukozo. Če bi imeli čisto glukozo, bi bila vrednost 
dekstroznega ekvivalenta enaka 100, pri čistem škrobu pa 0. Dekstrozni ekvivalent 
vedno podajamo glede na suho težo. Višji kot je dekstrozni ekvivalent nekega 
hidroliznega produkta, večji stopnji hidrolize je bil ta podvržen [6]. 
 
𝐷𝐸 =  
𝑣𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑖𝑟𝑎𝑗𝑜č𝑒𝑔𝑎 𝑠𝑙𝑎𝑑𝑘𝑜𝑟𝑗𝑎
𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑠𝑙𝑎𝑑𝑘𝑜𝑟𝑗𝑒𝑣
 𝑥 100 
 
 1.1.2. Glikokonjugati 
 
Poleg že omenjenih pomembnih vlog ogljikovih hidratov, kot sta hramba energije ter 
strukturna vloga, pa imajo polisaharidi in oligosaharidi tudi pomembno vlogo pri 
prenašanju informacij v organizmih. Ogljikovi hidrati so kovalentno povezani s 
proteinom ali lipidom, s katerim skupaj tvorita biološko aktivno molekulo, glikokonjugat. 




So proteini, na katere je kovalentno vezan en ali več oligosaharidov, sestavljen iz 
različnih monosaharidnih enot. Raznolikost oligosaharidov vezanih na protein, 
omogoča, da je glikoprotein bogat z informacijami in tvori specifična prepoznavna 






Proteoglikani so biološke molekule sestavljene iz proteina, ki predstavlja jedro, in iz 
linearnih, negativno nabitih, polisaharidnih verig, imenovanih glikozaminoglikani. So 
ena izmed prevladujočih komponent zunajceličnega matriksa in zelo pomemben 




Glikolipidi, so lipidi na katere so vezani ogljikovi hidrati, ki predstavljajo hidrofilne 
skupine, zaradi česar so glikolipidi amfifilne spojine. V vodnih medijih lahko tvorijo 
stabilne micele. V grobem jih delimo na glikosfingolipide ter na glikoglicerollipide [7]. 
 
1.2 Ekstrakcija na trdo fazo 
 
Ekstrakcija je analizna tehnika, ki se uporablja za čiščenje vzorcev, izolacijo in 
koncentriranje posameznih spojin. Ena ali več spojin se iz mešanice selektivno 
separirajo na podlagi fizikalnih in kemijskih lastnosti. Obstajajo številne ekstrakcijske 
tehnike, katerih uporaba je odvisna od vrste analita, ki ga želimo izolirati. Tako imamo 
na primer za trdne vzorce ekstrakcije, kot so ekstrakcija s superkritičnim topilom, 
ekstrakcija s pomočjo ultrazvoka, mehansko-kemične ekstrakcije ipd. Pri tekočih 
vzorcih najpogosteje uporabljene ekstrakcije v grobem delimo na: ekstrakcije tekoče-
tekoče (LLE), ki temeljijo na separaciji spojin glede na različno topnost v dveh 
tekočinah, ki se med seboj ne mešata in ekstrakcije na trdno fazo (SPE), ki temeljijo 
na vezavi analita na trdno stacionarno fazo z različnimi tipi interakcij. 
Poraba topila in odpad sta pri SPE v primerjavi z LLE veliko manjša. Delci stacionarne 
faze so pakirani v kolonicah ali diskih v različnih volumnih, ki so odvisni od količine 
analita, ki ga želimo izolirati. Poznamo različne vrste trdnih sorbentov, katerih struktura 
je odvisna od  fizičnih in kemijskih lastnosti analitov. Vezava analitov poteka preko 
reverzno faznih, normalno faznih ali ionskih interakcij. Možna je tudi modifikacija 
sorbentov z različnimi skupinami, ki jih naredijo še bolj specifične za posamezne 
analite. Ekstrakcija na trdno fazo poteče tako, da tekoči vzorec spustimo čez trdni 
sorbent, na katerega se vežejo analiti. Sorbent nato speremo, da očistimo vezane 







1.3 Kromatografija z mešanimi režimi 
 
Kromatografija je analizna tehnika, ki se uporablja za separacijo ter kvalitativno in 
kvantitativno določitev komponent v vzorcu. Ta, skupaj z mobilno fazo, katere sestava 
je lahko konstanta (izokratska elucija) ali pa se med analizo spreminja (gradientna 
elucija), potuje do stacionarne faze, kjer se komponente separirajo.  
Kromatograf je sestavljen iz injektorja za vzorec, ki je lahko avtomatski ali ročni; 
rezervoarja za mobilno fazo; črpalke, ki črpa mobilno fazo skozi inštrument; 
kromatografske kolone ter detektorja. Kromatografske kolone so različnih dolžin, 
vsebujejo delce različnih velikosti in so kovinske, saj tako najbolje prenesejo visoke 
tlake, ki se ustvarijo ob prečrpavanju mobilne faze z vzorcem skozi kolono. Detektorji 
so različni, njihova uporaba pa je odvisna od vrste spojin, ki jih na analizni koloni 




Spojine se na stacionarnih fazah ločujejo po mehanizmu, ki je odvisen od same oblike 
in strukture spojine, ki jo ločujemo.  Glede na princip kromatografske separacije, ločimo 
porazdelitveno, adsorptivno, velikostno izključitveno in ionsko izmenjevalno 
kromatografijo. Komponente se separirajo v posamezne pasove, ki jih lahko 
kvalitativno in/ali kvantitativno analiziramo. 
Čas, potreben, da posamezna komponenta prepotuje od injektorja do detektorja, se 
imenuje retencijski časi (tR) in je pri določenih pogojih specifičen za posamezno 
komponento. Porazdelitev komponente med stacionarno in mobilno fazo pa podaja 
retencijski faktor (k), ki ga izračunamo po spodnji enačbi, pri kateri je tR retencijski čas, 







Hitrost razširjanja pasov posameznih komponent ob potovanju topila skozi kolono ali 
tako imenovano učinkovitost kromatografske kolone, podajamo s številom teoretskih 
podov (N), ki nam pove kolikokrat se topljenec porazdeli med stacionarno in mobilno 
fazo. N je podan z naslednjo enačbo:  








kjer je L dolžina kolone, H pa višina teoretskega poda. Kako dobro sta dva vrhova, z 
različnim retencijskim časom ločena, nam podaja ločljivost (R). Za dobro ločitev vrhov 
mora biti ločljivost enaka ali večja od 1,5. V sledeči enačbi trA in trB podajata retencijska 







Kadar se komponente v koloni separirajo po dveh ali več principih kromatografske 
separacije, govorimo o kromatografiji z mešanimi režimi (angl. Mixed-mode 
chromatography - MMC). MMC združuje reverzno fazne - hidrofobne ali normalno 
fazne- hidrofilne interakcije z ionskimi in/ali velikostno izključitvenimi interakcijami, 




Izbira detektorja je odvisna od spojin, ki jih separiramo s kromatografom. Najpogosteje 
uporabljeni so UV-VIS detektor, pulzno amperometrični detektor, fluorescenčni 
detektor, fotodiodni detektor in masni spektrometer [9]. 
Zaradi slabe spektralne aktivnosti sladkorjev in glikanov v UV in vidnem območju je 
uporaba UV-VIS detektorja pri sladkorjih nesmiselna. Za njihovo detekcijo se 
uporabljajo predvsem masni spektrometer, fluorescenčni detektor ter  amperometrični 
detektor.  
Pri uporabi fluorescenčnega detektorja je potrebno sladkor oz. glikan najprej označiti 
z označevalcem, ki fluorescira. Takšni so na primer: 2-aminobenzamid (2-AB), 
antranilna kislina (2-AA) in 2-aminopiridin (2-AP). Označevanje poteka preko 
reduktivne aminacije, kjer karbonilna skupina na sladkorju reagira z aminom in se ob 





              Slika 5: Reakcija derivatizacije glikana z 2-AA 
 
Detekcija s fluorescenčnim detektorjem poteka tako, da detektor najprej s svetlobo 
določene valovne dolžine vzbudi elektrone v molekuli, ti pa nato sevajo svetlobo z 
daljšo valovno dolžino, kot jo ima svetloba s katero so bili vzbujeni - fluorescirajo. 
Detektor meri intenziteto izsevane svetlobe iz fluorescirajočih molekul in tako zazna 
označene sladkorje [12]. 
 
1.4 Validacija metode 
 
Validacija metode se opravlja zato, da preverimo, če ta metoda ustreza zahtevanim 
kriterijem in je primerna za predvideno uporabo. Pri validaciji metode se običajno 
preverja naslednjih 8 parametrov: linearnost, koncentracijsko območje, natančnost, 
točnost, meja detekcije, meja kvantifikacije, robustnost in specifičnost. Validirana 




Pri validaciji metode se rezultati statistično ovrednotijo pri čemer so pomembni 
parametri naslednji:  
• Aritmetična sredina, je vrednost, ki jo dobimo z izračunom srednje vrednosti 











      Pri čemer 𝑦𝑖 predstavlja posamezen podatek, N pa število vseh podatkov. 
• Standardni odklon (SD), ki nam pove koliko so vrednosti enakovrednih podatkov 










pri čemer µ predstavlja pričakovano aritmetično sredino, N predstavlja velikost 
vzorca, yi pa posamezen podatek. 
 











Z natančnostjo preverjamo ponovljivost metode in je izražena z relativnim standardnim 
odmikom metode. Izvaja se v treh korakih, in sicer ponovljivost, med dnevna 
ponovljivost in obnovljivost. Dobljeni rezultati morajo biti ponovljivi, torej imeti čim 
manjši RSD. Merilo za sprejemljivo natančnost je seveda odvisno od vrste analita ter 
analize. V farmacevtski industriji, mora biti RSD manjši od 2%, da metoda zadošča 
kriteriju natančnosti [13].  
 
1.4.3 Linearnost in koncentracijsko območje 
 
Linearnost je zmožnost, da so meritve pridobljene z dano metodo, v določenem 
koncentracijskem območju, proporcionalne koncentraciji/količini danega analita v 
vzorcu. Linearnost je podana z naslednjo enačbo: 
𝑦 = 𝑘𝑥 + 𝑛 
Pri čemer je y odziv inštrumenta, k je naklon premice, ki podaja kako občutljiva je 
metoda, x predstavlja koncentracijo analita, n pa presečišče premice z ordinato. 
Korelacijski koeficient (R2) nam podaja sprejemljivost linearnosti podatkov in mora, po 





1.4.4 Meja kvantifikacije in meja detekcije  
 
Meja kvantifikacije (LOQ) je najnižja koncentracija analita v vzorcu, ki jo z dano metodo 
še lahko zanesljivo določimo s primerno točnostjo in natančnostjo. 
Meja detekcije (LOD) je najnižja koncentracija analita v vzorcu, ki jo z dano metodo še 
lahko zaznamo, ne pa tudi kvantitativno določimo. 
Obe meji lahko določimo z razmerjem signala in šuma (S/N). V farmacevtski industriji 





Točnost podaja, koliko se dobljeni rezultati približajo pravi vrednosti, pri čemer je 
seveda pomembno, da od prave vrednosti ne odstopajo preveč. Eden izmed načinov 
preverjanja točnosti je, da pripravimo vsaj dva vzorca z znano koncentracijo ter jih 
pomerimo pod enakimi kromatografskimi pogoji. Iz dobljenih rezultatov nato iz 
razmerja koncentracij izračunamo izkoristek. Standardni odmik povprečnega izkoristka 




Selektivnost analitične metode je njena zmožnost točne določitve anlita kljub prisotnim 
interferencam, ki so lahko pričakovane v matriksu vzorca. Ta se preverja tako, da se 
pomeri slepi vzorec, ki ne vsebuje analita in se preveri ali se pri retencijskem času 
analita pojavijo še kakšni drugi vrhi, ki bi lahko ovirali določitev [14]. 
 
1.4.7 Robustnost  
 
Z robustnostjo preverjamo, koliko je metoda zanesljiva, če pride do manjših namernih 
sprememb pogojev. Pri čemer lahko spreminjamo številne parametre, kot so pretok 
mobilne faze, sestava mobilne faze, kolone različnih proizvajalcev ali pa z različnimi 
LOT številkami, temperaturo kolone, valovno dolžino, pri kateri meri detektor ipd. 
Metoda je robustna takrat, ko je odporna na majhne spremembe kromatografskih 
pogojev. Kriteriji robustnosti so različni in jih je potrebno predhodno določiti. V 











2 Namen dela 
 
V farmacevtski industriji se glikani uporabljajo v mnogih zdravilih, med katerimi so tudi 
biološka zdravila in nekateri antibiotiki. Sama separacija glikanov je seveda zelo 
pomemben del priprave le teh. Z uporabo kromatografije, ki uporablja več kot en  
mehanizem separacije, lahko določene spojine separiramo veliko bolje, kot z 
kromatografijo, z enim mehanizmom separacije.  Namen diplomskega dela, je razviti 
kromatografsko metodo za separacijo mešanice glikanov, označenih s fluorescentnim 
označevalcem, s kromatografijo z mešanim režimom separacije. Zaradi visokih cen 
standardov glikanov, bom metodo razvijala na maltodextrinih, ki se lahko uporabljajo 
za lestvico dekstranov, po kateri glikane razvrščamo po velikosti. Maltodextrine bom 
označila s fluorescenčnim označevalcem in poiskala primerno SPE metodo za 
odstranjevanje označevalca iz vzorca. Na tako pripravljenem vzorcu bom razvila 
kromatografsko metodo za separacijo z mešanimi režimi. Metodo bom nato aplicirala 










3 EksperimentalnI del 
 
Eksperimentalno delo sem opravljala na fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo, na 
katedri za analizno kemijo. 
 
3.1 Uporabljeni reagenti in topila 
 
Tabela 1: Uporabljeni reagenti in topila ter njihovi proizvajalci 
Reagent/Topilo Proizvajalec 
Maltodextrini Proteini.si 
Antranilna kislina (2-AA) (čistost: ≥ 99,5 %) Sigma-aldrich 
Natrijev cianoborohidrid (čistost:  95 %) Sigma-aldrich 
Dimetil sulfoksid (DMSO) (čistost: ≥ 99,9%) Fisher scientific 
Ocetna kislina, ledocetna  Gram mol 
MQ voda Millipore 
D-glukoza (čistost: p.a.) Kemika 
D-maltoza monohidrat (čistost: p.a.) Fluka 
Acetonitril (čistost: ≥ 99,9 %) Fisher scientific 
Mravljična kislina (čistost: ≥ 98%) Honeywell/Fluka 
Amonijev format (čistost: ≥ 99,9%) Sigma-aldrich 
Aceton (čistost: ≥ 99,8%) Honeywell 
Etanol (čistost: ≥ 99,%) Honeywell 
 
3.2 Aparature in laboratorijski pribor 
 
• Laboratorijska steklovina; 
• Tehtnica, Entris; 
• Analitska tehtnica, Mettler-Toledo; 
• Avtomatske pipete, Transferpette; 
• Sušilnik, Kambič; 
• pH meter, Mettler-Toledo; 
• Magnetno mešalo, IKA topolino; 
• SPE kolona: Strata SI-1, 100 mg/1 mL, Phenomenex; 
• kolona: GlycanPac AXR-1, Thermo Scientific; 
• kolona: GlycanPac AXH-1, Thermo Scientific; 
• Instrument: Dionex, UltiMate 3000, UHPLC; 
• Gradientna črpalka: Pump LPG-3400SD; 
• Avtomatski vzorčevalnik: Sampler WPS-3000 SplitLoop; 
• Grelec za kolono: Col. Comp. TCC-3200; 
• Detektor: fluorescenčni detektor PCM 3000; 
• Program za obdelavo podatkov:Chromeleon 7.2; 






3.3 Kromatografski pogoji 
 
• Kolona: GlycanPac AXH-1 (2,1 x 150 mm, 3 µm; Thermo Fischer) 
• Temperatura kolone: 30 °C 
• Temperatura vzorčevalnika: 12 °C 
• Volumen injiciranja: 10 µL 
• Pretok mobilne faze: 0,2 mL/min 
• Detekcija: FLD – Fluorescenčni detektor: 320/420 nm 
• Gradient: 
 
▪ Mobilna faza A: 0,1 M amonijev format, pH = 4,5 
▪ Mobilna faza B: acetonitril 
▪ Mobilna faza C: deionizirana voda – MQ 
 
Tabela 2: Gradient mobilne faze pri končni metodi 






0 0 70 30 
4 0 70 30 
9 10 70 20 
30 10 70 20 
31 0 70 30 
40 0 70 30 
 
 
3.4 Priprava raztopin 
 
• Mobilna faza A (0,1 M amonijev format, pH = 4,5): 
 
1 L, 0,1 M amonijevega formata, pripravimo tako, da v približno 950 mL 
deionizirane vode raztopimo 6,306 g amonijevega formata in premešamo, da 
se raztopi. Nato postavimo čašo na magnetno mešalo in vanjo potopimo pH 
meter. Z mravljično kislino uravnamo pH na 4,5. Raztopino nato prelijemo v 1 L 
bučko in razredčimo do oznake z deionizirano vodo. 
 
• Priprava vzorcev 
 
Zaradi visokih cen standardov glikanov je metoda razvita na maltodextrinih. Te 
je potrebno na začetku označiti s fluorescentnim označevalcem. Označimo jih 
z antranilno kislino, 2-AA. To storimo tako, da približno 20 mg maltodextrinov 
raztopimo v 10 mL topila, sestavljenega iz ocetne kisline in DMSO v razmerju 
1:7. Nato zatehtamo približno 25 mg 2-aminobenzojske kisline in približno 30 
mg natrijevega cianoborohidrata, ju damo v epico in dodamo 0,5 mL raztopine 
maltodextrinov. Epico dobro premešamo, zapremo in jo postavimo v sušilnik na 




Ker je v pripravljenem vzorcu presežek fluorescenčnega označevalca, je tega 
potrebno odstraniti, kar storimo z ekstrakcijo na trdno fazo – SPE. Ekstrakcijo 
naredimo na Strata SI-1 100 mg/ 1 mL koloni, kjer trdno fazo predstavljajo 
silanolne skupine (Si-OH). SPE poteka po naslednjem protokolu: 
 
1. Kondicioniranje: 3 mL deonizirane vode (MQ) 
2. Kondicioniranje: 3 mL acetonitrila 
3. Ekvilibracija: 3 mL 80% acetonitrila 
4. Vzorec: 50 µL vzorca + 50 µL acetonitrila 
5. Spiranje: 15 mL aceton:etanol  1:1 
6. Elucija: 1 mL deonizirane vode (MQ) 
 
Vzorec glukoze in maltoze smo pripravili na podoben način kot vzorec 
maltodextrinov, le da so bile zatehte drugačne. In sicer: m(glukoze) približno 7,2 
g; m(maltoze) približno 14,4 g; m(2-AA) približno 50 g in m(natrijevega 
cianoborohidrata) približno 60 g.  Vzorec D-glukoze in D-maltoze smo prečistili 
z uporabo SPE in dobili dober linearen odziv, a smo zaradi slabega izkoristka 
ekstrakcije (3,5%), vzorca pomerili tudi brez predhodnega čiščenja. Ker sta 
retencijski čas 2-AA označevalca in retencijski čas sladkorjev dovolj narazen, je 
možna določitev tudi brez predhodne uporabe ekstrakcije, saj signal 












4 Rezultati in razprava 
 
4.1 Optimizacija priprave vzorca 
 
Metodo sem razvijala na vzorcu maltodextrinov, ki sem jih označila z fluorescenčnim 
označevalcem, 2-AA. Pri posnetem kromatogramu tega vzorca, ki ga lahko vidimo 




      Slika 6.Kromatogram maltodextrinov označenih z 2-AA, brez SPE 
 
Močan signal označevalca bi oteževal optimizacijo separacije, zato sem najprej 
poiskala metodo, s katero bi označene maltodextrine očistila nezreagiranega 
označevalca. Za čiščenje sam izbrala ekstrakcijo na trdno fazo (SPE). 
 
SPE sem najprej opravila na ekstrakcijski koloni, ki je vsebovala močan kationski 
izmenjevalec, na katerega bi se vezal označevalec. Ekstrakcijo sem izvedla po 
naslednjem protokolu: 
 
• SPE kolona: Strata-X-C 33u, Polimerna SCX (100 mg/3 mL) 
• Kondicioniranje:  1 mL metanola  
• Kondicioniranje: 1 mL 0,1 M HCl v  ACN:MQ - 9:1  
• Vzorec: 10 µL vzorca + 910 µL 0,1 M HCl v ACN:MQ 9:1 
• Spiranje: 1 mL 0,1 M HCl v MQ 
• Elucija: 1 mL NH4OH v metanolu 
 
 





        Slika 7:Kromatogram eluata ekstrakcije na SCX koloni 
 
Kot lahko vidimo na zgornjem kromatogramu eluata ekstrakcije (slika 7), so se tudi 
označeni maltodextrini zadržali na koloni in tako separacija ni bila uspešna. 
 
 
Naslednjo ekstrakcijo sem izvedla na koloni, ki je vsebovala stacionarno fazo z 
amidnimi skupinami (NH2). Ekstrakcijo sem izvedla po naslednjem protokolu: 
 
• SPE kolona: Supelco Discovery DSC- NH2 (500 mg/3 mL) 
• Kondicioniranje:  3 mL MQ   
• Kondicioniranje: 3 mL ACN 
• Vzorec: 10 µL vzorca + 90 µL 80% ACN 
• Spiranje: 15 mL  80% ACN 






     Slika 8: Kromatogram eluata ekstrakcije na DSC- NH2 koloni 
 
Kot lahko vidimo na zgornjem kromatogramu eluata ekstrakcije (slika 8), ta tudi na tej 
koloni ni bila uspešna. 
 
 
Nadaljevala sem na koloni, ki je za stacionarno fazo vsebovala silanolne skupine 
(SiOH), na katere bi se označeni malodextrini vezali preko hidrofilnih vezi, presežek 
označevalca pa bi se spral skozi kolono. Ekstrakcijo sem izvedla po naslednjem 
protokolu: 
 
• SPE kolona: Strata SI-1 100 mg/mL 
• Kondicioniranje:  3 mL MQ voda  
• Kondicioniranje: 3 mL ACN 
• Ekvilibracija: 3 mL 80% ACN 
• Vzorec: 10 µL vzorca + 90 µL 80% ACN 
• Spiranje: 3 mL  aceton:etanol 1:1 
• Elucija: 1 mL MQ voda 
 
Pri tej ekstrakciji sem uspela odstraniti večino presežnega označevalca iz našega 
vzorca. Ekstrakcijsko metodo sem še malo optimizirala in prišla do končne metode 






      Slika 9: Kromatograma eluatov ekstrakcij na koloni Strata SI-1 
 
Na zgornjih kromatogramih (slika 9) lahko vidimo kromatograma eluata ekstrakcij na 
koloni Strata  SI-1. Kromatogram modre barve predstavlja eluat prvotne ekstrakcijske 
metode na tej koloni, kromatogram črne barve pa eluat končne metode ekstrakcije. 
 
 
4.2 Optimizacija separacije 
 
Po optimizaciji priprave vzorca, sem na njem optimizirala separacijo. Podjetje Thermo 
scientific ima, za separacijo glikanov, na voljo dve koloni z mešanim režimom 
separacije: GlycanPac AXR-1 kolono in GlycanPac AXH-1 kolono. Pri prvi poteka 
separacija preko ionskih in hidrofobnih interakcij, pri drugi pa preko ionskih in hidrofilnih 
interakcij. 
 
Očiščen vzorec sem najprej posnela na koloni GlycanPac AXR z različimi metodami, 
vendar separacije na tej koloni nisem mogla doseči. Spodaj prikazana metoda je bila 
uporabljena v priročniku za kolono [15], za separacijo glikanov označenih z 2-AA 
označevalcem in kromatogram maltodextrinov označenih z 2-AA posnetih po tej 
metodi (tabela 3 in slika 10). 
 
▪ Kolona: GlycanPac AXR-1 
▪ Temperatura kolone: 30 °C 
▪ Temperatura vzorčevalnika: 12 °C 
▪ Volumen injiciranja: 10 µL 
▪ Pretok mobilne faze: 0,3 mL/min 









  Tabela 3: Gradient mobilne faze pri metodi uporabljeni na GlycanPac AXR-1 koloni 
Čas [min] 
% Pufra (0,1 M 
amonijev format, 
pH=4,5) 
% ACN % MQ 
0 8 0 92 
10 8 0 92 
25 8 0 92 
26 50 0 50 
60 50 10 40 
61 8 0 92 




     Slika 10: Kromatogram posnet na koloni GlycanPac AXR-1 
 
Nato sem eksperimente nadaljevala na koloni GlycanPac AXH. Najprej sem posnela 
kromatograme po metodah, ki so bile predpisane v priročniku kolone [16]. Izmed vseh 
posnetih metod, sem dobila nekaj ločenih vrhov le pri eni metodi. Po nekaj manjših 
modifikacijah te metode me je zanimalo, koliko vpliva ionska moč na elucijo 
maltodextrinov. Zato sem vzorec posnela po dveh metodah z enakim gradientom, le 
da sem enkrat eluirala z ACN in MQ (tabela 4 in slika 11), drugič pa sem namesto MQ 












• Metoda z ACN in MQ 
 
▪ Kolona: GlycanPac AXH-1 
▪ Temperatura kolone: 30 °C 
▪ Temperatura vzorčevalnika: 12 °C 
▪ Volumen injiciranja: 10 µL 
▪ Pretok mobilne faze: 0,2 mL/min 




      Tabela 4: Gradient mobilne faze brez uporabe pufra 
Čas [min] % ACN % MQ 
0 70 30 
3 70 30 
20 60 40 
21 70 30 




        Slika 11: Kromatogram maltodextrinov posnet z metodo brez pufra 








• Metoda z ACN in pufrom 
 
▪ Kolona: GlycanPac AXH-1 
▪ Temperatura kolone: 30 °C 
▪ Temperatura vzorčevalnika: 12 °C 
▪ Volumen injiciranja: 10 µL 
▪ Pretok mobilne faze: 0,2 mL/min 




Tabela 5: Gradient mobilne faze brez uporabe MQ 
Čas [min] % ACN 
% Pufra (0,1 M 
amonijev format, 
pH=4,5) 
0 70 30 
3 70 30 
20 60 40 
21 70 30 




         Slika 12: Kromatogram maltodextrinov posnet z metodo brez MQ 





Kot lahko vidimo v zgornjih dveh kromatogramih (slika 11 in 12), je bila separacija, pri 
kateri je bil za mobilno fazo poleg ACN uporabljen pufer, veliko boljša. Na podlagi teh 
ugotovitev sem metodo razvijala naprej, pri čemer sem želela elucijo vrhov 
maltodextrinov vsaj za nekaj minut zamakniti za elucijo vrha barvila. Metodo sem 
optimizirala tako, da sem spreminjala procente posameznih mobilnih faz, naklone in 
dolžine gradienta. Prav tako sem spreminjala čas kondicioniranja kolone pred 
naslednjo meritvijo, saj sem opazila, da je potrebno daljše kondicioniranje kolone, 
zaradi več mehanizmov separacije, ki potekajo na tej koloni. Tako sem prišla do 
končne metode, ki je opisana v prejšnjem poglavju, 3.3. Kromatogram separacije 
maltodextrinov po končni metodi je prikazan spodaj (slika 13). 
 
 
        Slika 13: Kromatogram maltodextrinov posnet z končno metodo 
 
4.2 Validacija metode 
 
Po zaključeni optimizaciji analiznega postopka sem za proces validacije uporabila D-
glukozo in D-maltozo, ki sem ju označila z fluorescenčnim označevalcem 2-AA. Merila 
sem označena sladkorja, ki sem ju predhodno očistila označevalca z uporabo SPE, ter 
označena sladkorja, ki sta vsebovala presežek označevalca. Preverjali smo 




Najprej sem preverila ponovljivost metode, kjer sem 5x zaporedno injicirala isti vzorec 
pod enakimi kromatografskimi pogoji. Injiciran je bil vzorec D-maltoze po ekstrakciji. 




Tabela 6: Ponovljivost injiciranja 
  A [counts · min]   
Merjena 
spojina 
A1 A2 A3 A4 A5 
SD         





7,73E+05 7,72E+05 7,72E+05 7,72E+05 7,73E+05 430 0,06 
 
Dobila sem zelo ponovljive rezultate z nizkim RSD, kromatogrami posnete spojine se 
nahajajo na spodnji sliki (slika 14).  
 
 




Nadaljevala sem s preverjanjem linearnosti metode. To sem preverila z D-glukozo in 
D-maltozo, označenima s fluorescenčnim označevalcem 2-AA, z in brez uporabe SPE. 
Z uporabo SPE sem preverila linearnost v koncentracijskem območju 50 µmol/L – 3,13 
µmol/L (tabela 8) . Brez uporabe SPE pa v koncentracijskem območju med 0,78 µmol/L 
in 9,8 0,78 µmol/L (tabela 7). Z linearno regresijo sem ovrednotila dobljene vrhove in 
določila enačbo premice ter korelacijski koeficient. Grafi umeritvenih premic se 






Tabela 7: Linearnost metode brez uporabe SPE 
c [mol/L] Aglukoza  [counts · min] Amaltoza  [counts · min] 
7,81E-07 7,95E+05 6,50E+05 
3,90E-07 3,92E+05 3,28E+05 
1,95E-07 1,97E+05 1,55E+05 
9,76E-08 9,69E+04 7,59E+04 
Enačba premice: y = 1E+12x - 3514,6 y = 8E+11x - 6194,9 
Korelacijski koeficient R2 0,9999 0,9998 
 
 
                     Slika 15: Umeritvena premica za D-glukozo brez SPE 
 
 

















































Tabela 8: Linearnost metode z uporabo SPE 
c [mol/L] Aglukoza  [counts · min] Amaltoza  [counts · min] 
5,00E-05 2,08E+06 7,78E+05 
2,50E-05 1,03E+06 3,83E+05 
1,25E-05 5,09E+05 1,91E+05 
6,25E-06 2,50E+05 9,47E+04 
3,13E-06 1,22E+05 4,59E+04 
Enačba premice: y = 4E+10x - 11515 y = 2E+10x - 3759,1 
Korelacijski koeficient R2 1 1 
 
 

























                    Slika 18: Umeritvena premica za D-maltozo prečiščene z SPE 
 
V farmacevtski industriji je pogoj za linearnost metode, da je korelacijski koeficient 
enak ali višji od 0,999. Iz grafov umeritvenih premic (slike 15, 16, 17 in 18) in podatkov 




4.2.3 Občutljivost metode 
 
Mejo detekcije sem določila z metodo razmerja signal/šum: S/N (angl. Signal to Noise 
ratio). Željeno razmerje S/N za določitev LOQ je bilo 30. Rezultati so zbrani v spodnji 
tabeli (tabela 9). Spodaj navedeni rezultati so podani za neočiščena vzorca, pri 
čiščenju z SPE je občutljivost slabša, kar je pričakovano zaradi slabega izkoristka 
ekstrakcije. 
  
Tabela 9: Meja detekcije 
 LOQ LOD 
Vzorec Redčitev Odziv A [counts · min] S/N c [mol/L] S/N c [mol/L] 
Maltoza 327680x 8,37E+03 34 1,22E-08 8,6 3,05E-09 
 
Kot lahko vidimo v tabeli, sem raztopino vzorca razredčila kar 327680-krat in še vedno 






























Točnost sem določila tako, da sem pripravila tri različne raztopine z enako 
koncentracijo, ter jih pomerila pod enakimi kromatografskimi pogoji. Dobljene 
kromatografske odzive sem s pomočjo umeritvene premice pretvorila v dejanske 
koncentracije in izračunala razmerje med dejansko ter izmerjeno koncentracijo 
sladkorja. Rezultati so navedeni v spodnji tabeli (tabela 10).  
 
            Tabela 10: Točnost metode 
c [mol/L] 
A           
[counts · min] 
c [mol/L] (izmerjena) Točnost [%] 
7,80E-07 6,50E+05 8,20E-07 105,13 
7,80E-07 6,48E+05 8,18E-07 104,86 
7,80E-07 6,64E+05 8,38E-07 107,41 
Povprečna točnost [%] 105,80   
SD [%] 1,40   
 
Iz tabele je razvidno, da je metoda točna, saj točnost ne odstopa za več kot 10%  od 




Na koncu sem preverila še robustnost metode, ki nam pove kako občutljiva je metoda 
na manjše spremembe reakcijskih pogojev. Določala sem jo z dvema parametroma, 
in sicer z majhno spremembo temperature in z majhno spremembo pretoka mobilne 
faze. Temperaturo sem spremenila za ±1°C, pretok pa za ±0,01 mL/min. Ob teh 
spremembah sem merila odziv detektorja in rezultate, ki so navedeni v spodnjih 
tabelah (tabela 11 in 12) ustrezno ovrednotila. 
 
Tabela 11: Vpliv majhne spremembe pretoka mobilne faze na rezultate 
Analit c [mol/L] 
Odziv A [counts · min] 
Povprečen 
odziv 
SD    
  [counts · min] 
RSD 
[%] 
Pretok mobilne faze 
[mL/min] 
0,18 0,2 0,21 




Tabela 12: Vpliv majhne spremembe temperature kolone na rezultate 








Temperatura kolone [°C] 
29 30 31 
Maltoza 7,80574E-07 6,49E+05 6,50E+05 6,51E+05 6,50E+05 923,96 0,14 
 
Pri robustnosti mejna vrednost RSD naj ne bi presegala 2%. Iz rezultatov je razvidno, 
da pri spremembi pretoka RSD presega mejno vrednost 2-krat. Iz tega lahko sklepamo, 
da je ta parameter potrebno nadzorovati, saj je kritičen. Medtem pa je pri spremembi 
temperature RSD zelo nizek, iz česar lahko sklepamo, da to ni kritičen parameter in 
ne potrebuje dodatnega nadzorovanja. Pri spremembi pretoka retencijski časi 
odstopajo za 30 s, pri spremembi temperature pa za 9 s. Iz dobljenih rezultatov lahko 







V diplomskem delu sem razvijala metodo za separacijo glikanov. Metodo sem, 
zaradi visokih cen standardov glikanov razvijala na vzorcu maltodextrinov in jo 
validirala z D-glukozo ter D-maltozo.  
Preden sem začela razvijati metodo, je bilo potrebno sladkorje označiti s primernim 
fluorescenčnim označevalcem, da sem jih lahko zaznala s fluorescenčnim 
detektorjem. Za označevanje sem izbrala fluorescenčni označevalec, 2-AA, 
katerega sem preko reduktivne aminacije, z natrijevim cianoborohidratom, 3 ure na 
65 °C, vezala na sladkor. Tako pripravljen vzorec je vseboval presežek 
označevalca, katerega sem odstranila s pomočjo ekstrakcije na trdno fazo, ki sem 
jo izvedla na Strata SI-1 koloni. Problem ekstrakcije je bil njen slab izkoristek, ki je 
znašal le 3,5%, a bi bilo brez nje razvijanje metode zelo oteženo, zaradi močnega 
signala barvila. 
Prečiščen vzorec sem nato uporabila za razvijanje metode. Na voljo sem imela dve 
koloni, GlycanPac AXR-1 in GlycanPac AXH-1. Na prvi koloni separacije nisem 
dosegla, zato sem metodo razvila na koloni GlycanPac AXH-1. Metoda je bila 
razvita tako, da je med vrhom barvila in prvimi sladkorji dovolj časa, da jo lahko 
uporabimo tudi za neprečiščene spojine.  
Validacija metode je potekala z D-glukozo in D-maltozo, katerih vzorce sem 
pripravila na podoben način kot vzorec maltodextrina, z izjemo, da sem tu merila 
prečiščene in neprečiščene vzorce. Metodo sem validirala tako, da sem preverila 
ponovljivost, linearnost, občutljivost, točnost in robustnost metode.  
Metoda je zelo občutljiva, saj lahko z njo kvantitativno določimo koncentracije od 
približno 1µmol/L pa vse do približno 10 nmol/L. Primerna je za separacijo vseh 
sladkorjev, tako monosaharidov, oligosaharidov, polisaharidov kot tudi glikanov, 
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